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棉铃 虫 细 胞 色素 P450 基因 CYP9A17v2 核心 
局 动 子 区 缺失 分 析 


TFE, RAX, AIN, RAR” 
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摘要 : CYPOAI7v2 的 过 量 表达 与 棉铃 虫 Helicoverpa armigera 对 拟 除虫菊 酯 类 杀 虫 剂 的 抗 性 相关 。 为 了 研究 
CYP9AI72 表达 调控 机 制 ,， 对 CYP9AI7v2 核心 启动 子 区 域 的 功能 进行 了 分 析 ; 构建 了 售 奖 光 素 酶 报告 基因 和 
CYP9A172 启动 子 不 同 长 度 缺失 片段 (-1 095 ~ +43) 的 重组 质粒 , EIS SS 细胞 瞬时 表达 后 用 双 获 光 素 酶 报告 基因 
检测 系统 检测 启动 子 活性 。 功 能 分 析 结 果 表明 : 所 有 的 7 个 缺失 片段 均 具 有 局 动 子 活性 ，- 197 ~ +43 局 动 子 区 域 
的 转录 活性 最 高 。 在 CYP9417v2 基因 5- 调控 区 - 197 ~ - 113 区 域内 可 能 存在 转录 增强 因子 的 结合 位 点 , 而 在 
-1 095 ~ -197 区 域内 可 能 存在 转录 抑制 因子 的 结合 位 点 。 本 研究 为 探索 棚 伶 虫 CYP9417wv2 过 量 表达 的 转录 调控 
机 理 英 定 了 重要 基础 。 
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Deletion analysis of the core promoter region of CYP9AI7v2 from 
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Nanjing Agricultural University, Nanjing 210095, China) 

Abstract: Overexpression of cytochrome P450 CYP9A17v2 gene is involved in pyrethroid resistance in 
Helicoverpa armigera ( Hübner). In order to study the mechanisms underlying regulation of CYP9A172, 
functional analysis of the promoter of CYP9A17v2 from H. armigera was performed in this study. Luciferase 
reporter plasmids containing serially truncated promoter fragments ( — 1 095 — +43) of CYP9AI7v2 were 
transiently transfected into Sf9 cells, and the promoter activity was measured with dual-luciferase reporter 
assay system. Functional analysis showed that all the seven deleted fragments had promoter activity, and a 
region between — 197 and +43 exhibited the highest level of promoter activity. Transcription enhancer 
elements may exist in the region between — 197 and - 113 of CYP9A17v2 5'-regulation area, and 
transcription repressor elements may situate in the region between — 1 095 and - 197. This study would 
provide an important foundation for investigating transcriptional regulation mechanisms of CYP9A1722 
overexpression in H. armigera. 
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棉铃 虫 Helicoverpa armigera ( Hübner) 是 一 种 重 益 东 等 ，1995$ ; Kranthi et al., 1997, 2001; Yang et 
HARER, Z4 BZ MES p T ES 1,253 P al., 2004; Chen et al., 2005; Yang et al., 2005) 。 
类 杀 虫 剂 产 生 了 严重 的 抗 性 ( 沈 晋 良和 有 吴 益 东 ， Yang 等 (2004) WE K A4 8E RES HE E Tec n $8 R 
1995; McCaffery, 1998) 。 亚 济 地 区 棉铃 虫 对 拆除 YGE 抗 性 品系 对 拟 除 虫 菊 酯 类 杀 虫 剂 产生 抗 性 的 
虫 菊 酯 类 杀 虫 剂 的 抗 性 主要 由 P450 介 导 的 氧化 解 ” 主要 机 理 。CYP9412 和 CYP9A14 组 成 型 过 量 表达 
毒 作用 增强 所 引起 (Ahmad and McCaffery, 1991; R 与 棉铃 虫 YCF 品系 对 拟 除 虫 琐 酯 类 杀 虫 剂 的 高 水 
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平 抗 性 直接 相关 (Yang et al., 2006, 2008) 。 在 元 隆 
和 表达 棉铃 下 CYP9AI2 和 CYP9AI4 基因 的 过 程 中 ， 
发 现 了 另 一 个 细胞 色素 P450 基因 CYP9AI72 , 该 
基因 的 组 成 型 过 量 表 达 也 被 证 实 参 与 了 棉铃 忠 
YGF ji o6] UL ER E A5 DR 2S ZR rh 3n] B Do Pe CK 3€, 
2008), 

抗 性 相关 的 细胞 色素 P450 基因 的 过 量 表达 是 
导致 抗 药性 昆虫 氧化 解毒 作用 增强 的 重要 机 理 。 这 
种 过 量 表达 可 能 受 反 式 作 用 因子 或 顺 式 元 件 调控 ， 
也 可 能 受 两 者 共同 调控 , 或 涉及 到 转录 后 调控 。 家 
tg Musca demestica 抗 性 品系 (Rutgers ) CYP6AI1 的 过 
量 表 达 是 由 位 于 染色 体 卫 上 的 一 个 不 完全 显 性 位 点 
控制 , 可 能 是 因为 这 个 调节 CYP647 基因 表达 的 反 
式 作 用 因子 的 突变 解除 了 抑制 作用 ,从 而 引起 了 
CYP6A1 基因 的 过 量 表 达 ( Feyereisen et al., 1995) 。 
Liu 和 Zhang (2002) 在 家 晶 中 发 现 ，P450 基 
CYP28B1 和 CYP4GI13v2 受 顺 式 元 件 调 控 。Amenya 
等 (2008 ) 发 现 , 不 吉 按 蚊 Anopheles funestus 中 的 
CYP6P9 基因 表达 也 受 顺 式 元 件 的 调控 而 导致 过 量 
表达 , 从 而 产生 了 对 拟 除 虫 菊 酯 类 杀 虫 剂 的 抗 性 。 
WAR Drosophila melanogaster Cyp6gl 的 过 量 表 
达 是 由 于 在 抗 性 品系 中 Cyp6g1 转录 起 始 位 点 上 游 
291 bp 处 插入 了 一 个 Accord 逆转 座 子 的 长 末端 重 
复 片 段 (CLIR) , 该 LTR 所 这 有 的 转录 调控 序列 可 以 
导致 Cyp6g1 基因 在 果 蝇 中 肠 、 马 氏 管 和 脂肪 体 中 过 
量 表达 (Chung et al., 2007) 。 

在 转录 水 平 对 基因 表达 进行 调控 在 PASO 基因 
表达 过 程 中 具有 重要 意义 , 但 目前 关于 昆虫 细胞 色 
素 P450 基因 的 转录 表达 调控 研究 还 不 是 很 深入 。 
CYP9A 亚 家 族 中 已 有 3 个 P450 基因 (CYP94172， 
CYP9A14 和 CYP9AI702) 的 过 量 表 达 被 证 实 参与 了 
棉铃 虫 对 拟 除 虫 葡 酯 类 杀 虫 剂 的 氧化 解毒 代谢 , 但 
其 表达 调控 机 制 沿 不 清楚 。 本 文 作者 对 棉铃 忠 
CYP9A17v2 基因 核心 启动 子 区 域 的 功能 特性 进行 了 
分 析 , 为 研究 探索 该 基因 表达 的 组 织 特异 性 及 从 分 
子 水 平 上 寻找 抗 性 相关 的 过 量 表达 关键 调控 位 点 更 
定 基础 。 


1 材料 与 方法 


1.1 材料 来 源 

香火 虫 严 光 素 酶 报告 基因 载体 pGL3-Basic , 28; 
BGR Boo] B8 dior di DS] RP pRL-CMV、Dual- 
luciferase Reporter Assay System 均 购 E] Promega 7 


H]; ARRIR Spodoptera frugiperda SB 细胞 株 由 
PE ERAI AR EB RES IE UST 3 SURE RE XT X 
实验 室 提供 ; 限制 性 内 切 酶 Kpn I~ Xho I W H 
TaKaRa 公司 ; 无 内 毒素 质粒 小 量 制备 试剂 盒 购 目 
北京 百 泰 元 生物 技术 有 限 公 司 ; 脂 质 体 转 染 试剂 
Lipofectamin 购 E] Biouniquer Technology CO, LTD; 
Grace’ s 培养 基 、 胎 牛 血清 (FBS) KAFLE E25] UU 
E] Invitrogen 公司 。 
1.2 细胞 培养 

草地 贪 夜 蛾 SO 细胞 在 含有 1090 胎 牛 血清 
(FBS) 的 昆虫 培养 基 (GCrace s) PFEF 28'C, 无 
CO, 生化 培养 箱 中 培养 , 4 d 左右 传代 一 次 , 取 对 数 
生长 期 细胞 进行 实验 。 
1.3 CYP9A17v2 基因 系列 缺失 质粒 的 构建 

采用 基因 组 步 移 技术 扩 增 CYP9AIA 的 5 -上游 
调控 区 , 所 有 操作 按照 Universal Genome Walker ”Kit 
(美国 Clontech 公司 ) 说 明 书 〈 周 矣 君 等 , 2008 ) 。 用 
NNPP 在 线 分 析 软 件 (http://www. fruitfly. org/seq- 
tools/ promoter. html) 预测 了 C7YPo947722 的 转录 起 始 位 
点 , 在 对 该 序列 进行 限制 性 内 切 酶 图 谱 分 析 的 基础 上 ， 
结合 表达 载体 pGL3-Basic 的 结构 特点 , 设计 7 对 扩 增 
不 同 长 度 5"- 调 控 区 序列 的 PCR 引物 。 分 别 于 各 上 游 
引物 的 5' 端 引入 Kpnl 酶 切 位 点 GGTACC 及 其 保护 碱 
基 , 3m 5| A. Xhol 酶 切 位 点 CTCGAG 及 其 保护 碱 基 
( 表 1)。 

表 1 棉铃 虫 CYP9417y2 基因 5" -调控 区 系列 
缺失 片段 的 PCR 扩 增 引物 
Table 1 Primers used for amplification of serial deletion 
fragments from CYP9A17y2 5'-regulation region 
引物 名 称 引物 序列 


Primer name Primer sequence (5'— 3/) 














9A17v2FP7 GAT GCTACCTGGTAAACAAAAATAACGT 
9A17v2FP6 GAT GGCTACCCTACTGCCGCACAATCCG 
9A17v2FP5 GAT GGTACCCCTTCATGTGTACGCAAG 
9A17v2FP4 GAT GCTACCTGGAAAATCTCATCATGA 
9A17v2FP3 GAT GGCTACCCATTCCACCAGCACTTCG 
9A17v2FP2 GAT GGTACCTGGCAACCTGATACCTCT 
9A17v2FPl GAT GGCTACCCGGGATTAGTAGTATTGT 
9AT7v2R TAC CTCGAGCGCGCGAACGTGTGACT 


TI FI RUD tl de 1 D BUS YG 品系 单 头 3 
龄 幼虫 基因 组 DNA, 以 此 为 模板 扩 增 相应 DNA F 
Er, 回收 纯化 PCR 产物 。Kpn IF Xho I 双 酶 切 经 
纯化 的 PCR 产物 及 载体 pGL3-Basic, 回收 酶 切 产 
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Vy. 用 T4 连接 酶 连接 载体 与 目标 片段 , 转化 感受 
A DH5a FIARE E, 再 经 Kpn I F Xho I XX 
酶 切 鉴 定 及 DNA 测序 , 最 终 得 到 7 个 含 不 同 长 度 
CYP9A17v2 基因 调控 区 序列 的 重组 质粒 。7 种 重组 
质粒 的 名 称 及 其 对 应 的 插入 序列 位 点 如 图 1。 


-1 095 +1 +4 
pG13-9A17v2P1(-1 095-+43) LUC 
—830 +1 +43 
pG13-9A17v2P2(-830-+43) 一 一 | LUC | 


—107 +1 +4 

pG13-9A17v2P3(-707-+43) 2 Lm 
一 1 +4 

pG13-9A17v2P4(-511-+43) 二 LL rc 


— 1 +43 
pG13-9A17v2P5(-329-+43) Tc] 
—197 4144 
pGI3-9A17y2P6(-197—443) 
—113 +1 +43 
pGl13-9A17y2P7(-113—443) 


图 1 & CYP9AI7v2 基因 5'- 调 控 区 系列 片段 的 
报告 基因 重组 质粒 图 示 
Fig. 1 A schematic representation of luciferase 
reporter constructs containing a set of 


fragments from 5'-regulation region of CYP9A17v2 
+1: 转录 起 始 位 点 The transcriptional start site. 


1.4 真 核 细 胞 转 染 实验 

用 无 内 毒素 质粒 小 量 制备 试剂 盒 提取 构建 的 7 
种 重组 质粒 、pGL3-Basic 质粒 以 及 内 参 质粒 pRL- 
CMV, 测定 其 浓度 及 纯度 。 转 染 前 1 d 将 对 数 生 长 
期 的 SS 细胞 计数 后 传代 于 24 筷 板 , 以 含 10% FBS 
的 Grace’ s 培养 基 培 养 过 夜 , 至 细胞 汇 片 达 60% ~ 
90% 时 进行 转 染 。 用 无 血清 不 含 添加 物 的 Grace’s 
培养 基 稀 释 待 转 染 的 质粒 ， 其 中 pGL3 系列 质粒 与 
内 参 质粒 pRL-CMV 摩尔 比 均 为 S0:1。 将 待 转 染 质 
粒 与 脂 质 体 转 染 试 剂 Lipofectamin ^J, 室温 静 置 
10 min 后 加 入 相应 各 孔 细 胞 , 28*C 无 CO, 生化 培养 
箱 培 养 24 ~48 h 后 收获 细胞 。 实 验 分 为 9 组 : 空 日 
对 照 组 (Blank, 未 转 染 质粒 )、 阴 性 对 照 组 (pGL3- 
Basic + pRL-CMV ) 、 实 验 组 1 (pGL3-9A17v2P1 + pRL- 
CMV) 实验 组 2 ( pGL3-9A17y2P2 + pRL-CMV ) 实验 
组 3(pGCL3-9A17v2P3 + pRL-CMV ) 实验 组 4 ( pGL3- 
9A17v2P4 +pRL-CMV) 、 实 验 组 5(pGL3-9A17v2P5 + 
pRL-CMV ) .实验 组 6(pGL3-9A17v2P6 + pRL-CMV ) , 
实验 组 7(pGL3-9A17v2P7 +pRL-CMV) 。 每 组 样品 设 
3 FL, 进行 2 次 重复 实验 。 
1.5 双 荧 光 素 酶 活性 检测 

按照 双 严 光 素 酶 报告 基因 分 析 系 统 (Promega 
公司 ) 操 作 手 册 进 行 。 在 转 染 48 h 后 , 移 去 24 1L 
培养 板 中 的 培养 基 , 用 1 x PBS 液 洗 洗 细 胞 1 次 。 


完全 移 去 PBS 后 加 入 1 x PLB 裂解 液 100 uL 裂解 
细胞 , 室温 摇动 培养 板 15 min 或 更 长 时 间 和 直到 细胞 
完全 裂解 。 取 20 uL 细胞 裂解 产物 加 入 96 ILAH , 
然后 加 入 LAR IL 100 uL 混 匀 后 立即 在 Multimode 
Reader Mithras LB940 ( BERTHOLD ) 下 检测 Firefly 
KICK MI ECF E); 再 加 入 1 x Stop&Glo 溶液 
100 pL 检测 Renilla 灾 光 素 酶 活性 (R 值 )。 重 复 以 
EPR, 完成 对 所 有 实验 组 F 值 和 R 值 的 检测 。 各 
孔 细 胞 导入 效率 用 内 参 质 粒 pRL-CMV 的 活性 校 
IE, 以 Firefly 活性 与 Renilla 活性 的 比值 即 相 对 交 
698 BE ( RLU) 表示 各 组 转录 活性 。 
1.6 生物 信息 学 分 析 

应 用 日 本 京都 大 学 最 新 版 本 KEGG ( Kyoto 
EncycLopedia of Genes and Genomes) 序列 数据 库 
( http://www. genome. ad. jp) MOTIF 检索 分 析 服 
Z- 系统 ( MOTIF-Sequence Motif Search ), 对 
CYP9A17v2 基因 5"- 调 控 区 可 能 存在 的 转录 调控 顺 
式 元 件 进行 预测 , 设 定 Score 值 >90 分 。 


2 结果 与 分 析 


2.1 £ CYP9AI7v2 基因 5'- 调 控 区 系列 缺失 片段 
重组 质粒 的 构建 及 鉴定 

DRESIE YG 品系 3 龄 幼虫 基因 组 DNA 为 模 
BR, 用 7 对 引物 (上 游 引物 : 9AI72FPI, 
9A17y2FP2, 9A17y2FP3, 9A17v2FP4, 9A17v2FP5, 
9A17y2FP6 和 9A17v2FP7 ;下游 引物 : 9A17v2R ) 分 
别 扩 增 出 长 度 为 1138, 873, 750, 554, 372, 240 和 
156 bp 的 DNA 睫 段 (图 2)。 将 这 7 种 片段 分 别 插 
A pGL3-Basic 载体 构建 成 7 种 重组 质粒 , Hj Kpn I 
和 Xho 工 双 酶 切 上 述 质粒 得 到 与 插入 序列 大 小 一 臻 
的 片段 (图 3)。 测 序 结果 显示 各 插入 片段 与 设计 
DNA 片段 的 序列 相 一 致 。 
2.2 CYP9AI7v2 基因 5" -调控 区 系列 缺失 片段 的 
转录 活性 

将 pGL3-9A17v2P1 ~ P7 重组 质粒 分 别 与 内 参 
质粒 pRL-CMV 共 转 染 SO 细胞 , 测 得 报告 基因 相 
对 脆 光 活性 ( 表 2)。 与 pGL3-Basic 空 载 体 相 比 , 含 
系列 缺失 片段 的 7 种 重组 质粒 的 欧 光 活性 均 明 显 增 
强 , 表明 相应 的 基因 序列 均 具 有 启动 报告 基因 转录 
的 能 力 。 

pGL3-9A17v2P6(- 197 ~ +43) 质 粒 的 灾 光 活性 
最 高 (6.715 + 0.330), pGL3-9A17y2P7 ( — 113 
~ +43 ) 灾 光 活 性 较 低 (3.457 x0.458) ,两 者 之 间 差 
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图 2 CYP9417v2 5'- 调 控 区 


系列 缺失 片段 的 PCR 扩 增 
Fig. 2 PCR amplification products of serial deletion 


fragments from the 5'-regulation region of CYP9A17v2 
M: DNA 标准 分 子 量 DNA marker D12000; 1 -7 : pGL3-9A17v2PI - 
pGL3-9A17v2P7. 图 3 [n] The same for Fig. 3. 


异 显著 (P <0.01), 表明 在 CYP9AI72 基因 4 调控 区 
-197 ~-113 区 域内 可 能 存在 对 该 基因 转录 起 上 调 作 
用 的 转录 因子 结合 位 点 。 重 组 质粒 pGL3-9AT7v2P2 
(-830 ~+43), pGL3-9A17v2P3 (- 707 ~+43)，pGL3- 
9AT7v2PA(—-511 ~+43), pGL3-9A17v2P5(-329 ~+43) 
之 间 的 相对 荧光 强度 没有 显著 差异 (已 >0.05) , 但 和 
pGL3-9A17v2P6 活性 相 比 , 差异 显著 (P <0.01), 表明 
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2 000 
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图 3 4& CYP9AI7v2 基因 5'- 调 控 区 
系列 缺失 片段 质粒 的 双 酶 切 鉴定 


Fig. 3 Double restriction enzyme digestion of 





luciferase reporter gene plasmids containing different 


DNA fragments from CYP9A17v2 5'-regulation region 


在 -830 ~-197 区 域内 可 能 存在 有 对 该 基因 转录 起 
下 调 作 用 的 转录 因子 结合 位 点 。 重 组 质粒 pGL3- 
9A17v2P1(-1 095 ~ +43) 的 荣光 活性 最 低 (3. 117 
+0.362) ， 和 上 述 重组 质粒 除 pGL3-9A17v2P7 外 均 
差异 显著 , 表明 在 -1 095 ~-830 区 域内 可 能 存在 
该 基因 转录 抑制 关键 因子 结合 位 点 。 


表 2 含 CYP9417w2 基因 $ -调控 区 不 同 片段 质粒 的 相对 欧 光 活性 


Table 2 Relative luciferase activities of reporter plasmids containing 5'-regulation sequences of CYP9A17v2 


质粒 相对 奖 光 强度 +j pGL3-9A17v2P6 RLU 的 比值 (%) 
Plasmid RLU (F/R) Ratio to RLU of pGL3-9A17v2P6 
pGL3-9A17v2P7 ( -113 - +43) 3.457 +0.458 C 51.48 
pGL3-9A17v2P6 ( —197 — +43) 6.715 x0.330 A 100. 00 
pGL3-9A17v2P5 ( -329 - +43) 5.346 x0. 309 B 79.61 
pGL3-9A17v2P4 ( -511 - +43) 5.378 x 0.320 B 80. 09 
pGL3-9A17v2P3 ( -707 - +43) 4.7752 +0.368 B 70.77 
pGL3-9A17v2P2 ( -830 - +43) 4.766 +0. 306 B 70.98 
pGL3-9A17v2P1 ( -1 095 - +43) 3.117 x0.362 C 46.41 
pGL3-Basic 0.127 x0.056 D 1.89 
Blank 0.488 x0.056 D 7.21 





数据 后 的 字母 不 同 表 示 经 Duncan 氏 多 重 比较 后 在 0.01 水 平 上 差异 显著 。Data followed by different letters mean significant difference at the 0. 01 
level by Duncan’ s multiple range test. RLU: 相对 荧光 强度 Relative fluorescence; F; Firefly luciferase; R; Renilla luciferase. 


2.3  CYP9AI7v2 基因 S -调控 区 转录 因子 结合 位 
点 的 预测 
Hi KEGG 序列 数据 库 MOTIF 检索 分 析 服 务 系 


统 进行 在 线 预 测 的 结果 表明 ，CYP9417wv2 基因 5”- 
调控 区 共 含 有 39 种 、46 个 转录 因子 结合 位 点 , 包括 
HSF, GATA box, CdxA ,C/EBP，0Oct-l 等 多 种 顺 式 
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作用 元 件 , 其 位 点 及 相应 转录 因子 如 图 4。 -197- 合 位 护 ( 互 补 链 上 )。 -1095 ~ -830 区 域 主 要 存 
-113 区 域 主要 有 2 个 GATA-1 转录 因 于 结合 位 扣 TE Nkx2, HSF, CdxA 等 转录 因子 结合 位 点 (图 4)。 
(1 个 存在 于 互补 链 上 ), 1 个 GATA2 转录 因子 结 


CGGGATTAGTAGTATTGTTAAAAGCAAACATTTTTGGAACCTTTTAGCTTTTCAATAACTTAATTGGGTT -1 026 
——— 一 一 人 


Sox5 Nloc2 
CTTTAGTAAATACTTICAAGTGAATCATCTGCTTACTATAATAATAAGTACAGCTCTATCATCATCTGCCT -956 

一 > 一 > 

CdxA GATA-1 
AGCCTTTTCGTTTTTTTTTTCTTTTTCCTCTTGTTTAGGTCAGCTTGCGGTTTAACTGCGTGCAGCTGAG -886 
HSF 
TACCAGTGTTTTACAAGGAACGACGGCCTATCTGAGCACCTCAAGCCAGTTAATCTGGCAACCTGATACC -816 
GAT A-1 


TCTICCTGGCCTCTGGCTACCTGTAACGATTGCCAATGATGTTCAAATGAAACACGGGCTAAGGGACTAA -746 
一 


CTACCAACTTGACTGAGGGAGTTAAGGTTTAGTCAGTGCATTCCACCAGCACTTCGGGCTACCCGCAAGG -676 


TGGCGGACAGTCCACCTCAAT AGCATTCCCAAGG AGGGTTAACGTCAGGCAGGCAGCCGGCTATAAAACT -606 
一 一 一 


CRE-BP1/c-Jun TATA-box 
TATGCCAAAACAAATTGCAGGATGTTTAGGAAGGAGAAAGCATGCTGCACCGACCCCAAATAAAATTGGG -536 
——— — — 


SRY HSF 
ATAAGGCCAGGAGAATGATAATGATGGAAAATCTCATCATGACAAGATGGATATATTTCCATGGACTAAC — —466 
> CC 


GATA-X HSF Oct-1 
CACGCCAAGTGTTGCTTTACCATATGATCGATAGATATTTATATGTTGACTCGATCTAGATTTCTATGTT -396 
— 一 


Cdx-A HSF 
GTACAATATTCGCTAATTTCCACAAGGAGAATTTTTATATCGAAAAGGCTGAAAACTTTGAAAAGACGTT -326 
HSF 
CATGTGTACGCAAGTTTCAGCTTTGATATTGTACCTATAGCAATAATAAATATATTTAAAAAAATATCTT -256 
一 ———» 
CdxA NIT2 


TIGTGTTTAATGTTAGTAAAATAAATATATGACATAAAAATAGCTACTTTATATTTACCTAC TGCCGCAC -186 


AATCCGGCTGCTAAATTGCGCATCGTAACGTGCTATCATATCAGATAAATACGTTCTATTTTAAATTGTÀ -116 
———— ————P 


qq 一 
GATA-1 GATA-2 GATA-1 
ATIGGTARACAAAAATAAGTGTTAAGCTTTTCAGCAGGGTATATACCTACTTAGCGATAATGTGAGATAT -46 
SRY +1 


4 
ACAAACGTATCTACATATATATTAGCTTAGCTCGCTCTTAGTACAATCAGAAACGGCTTAACCGCGTTTC +25 
— — ——» 
NIT2  TATA-box HSF 
AAGTCACACGTTCGCGCGTTCCAAACTTGAATTTGAGGTTTAAATTACGCATTTTTGTAATAAAAAATTG +95 


TGCCTGTTACAAATTCTAGTGTTGTGACAACATAAGTA [GT AG] AGCATGATC +2 378 
图 4 CYP9AI7v2 基因 5" 调控 区 碱 基 序 列 和 预测 的 转录 因子 结合 位 点 
Fig. 4 The nucleotide sequences of 5'-regulation region of CYP9A17v2 and the 
putative transcription factor binding sites 
+1: 转录 起 始 位 点 The transcriptional start site; [ GT- AG]: 第 一 个 内 含 子 The first intron. 预测 的 转录 因子 结合 位 点 用 下 划 箭 头 表示 


Sequences underlined with arrows are putative transcription factor binding sites. 





调控 元 件 所 在 部 位 , 常 包含 基因 转录 核心 启动 子 、 
3 讨论 增强 子 沉默 子 和 转录 因子 结合 位 点 等 。 报 告 基 因 
技术 常用 于 测定 启动 子 区 可 能 的 顺 式 调控 序列 对 基 

真 核 生物 基因 表达 涉及 从 转录 水 平 到 翻译 后 水 ”” 因 表达 的 影响 及 其 与 反 式 因 子 的 相互 作用 , 即将 所 

平 多 层次 的 调控 , 其 中 转录 水 平 的 调控 是 最 为 经 济 ” 研究 目的 基因 的 调控 序列 克隆 到 带 有 报告 基因 的 表 
有 效 的 方式 , 是 许多 基因 表达 最 重要 的 调控 模式 。 ” 达 载 体 中 , 然后 将 表达 载体 导入 到 合适 的 细胞 系 中 
通常 基因 的 5' 侧 翼 区 3 000 bp 左右 的 区 段 为 基因 的 。 ”进行 表达 , 通过 测定 报告 基因 的 表达 水 平 来 间接 获 
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知 目 的 调控 序列 对 基因 表达 的 诱导 作用 (Alam and 
Cook, 1990; Naylor, 1999) 。 常 用 的 报告 基因 有 和 氮 
霉 素 乙 酰基 转移 酶 (CAT) 、 绿 色 灾 光 储 日 (GFP)、B- 
半 乳 糖苷 酶 (B-gal) MAIER MY (Luc) AF, $26 
素 酶 因 其 灵敏 度 高 、 易 于 检测 等 优点 ,已 经 被 广泛 
应 用 (Wood, 1990; Naylor, 1999), 

CYP9A17v2 核心 启动 子 区 的 TATA 框 并 不 是 典 
型 的 TATA 框 (TATAALT]AALT])。 人 研究 表明 , YT 
多 编码 基因 的 准确 转录 都 依赖 TATA 框 ( Breathnach 
and Chambon, 1981)。 没 有 TATA 框 的 基因 在 表达 
过 程 中 可 能 存在 某 种 蔡 代 机 制 , 这 种 机 制 可 能 涉及 
到 某 种 和 蛋白质 因 子 与 某 种 DNA 序列 的 共同 作用 
( 罗 红 等 , 1998), Hagiwara 等 (1991 ) 等 发 现 启动 子 
区 缺少 典型 TATA 框 的 基因 可 能 有 持家 基因 的 功 
能 ， 比 如 N-ras 和 a 转化 生长 因子 。 

CYP9A17v2 启动 子 区 - 197 ~ - 113 KREZ 
存在 2 个 GATA-1 转录 因子 结合 位 点 (1 个 存在 于 
互补 链 上 ), 1 个 GATA22 转录 因子 结合 位 点 (互补 
链 上 )。GATA 基 序 (motif) 及 与 之 相 结 合 的 GATA 
结合 蛋白 是 一 个 具有 人 W 型 匀 指 结构 的 转录 因子 。 有 
研究 表明 多 个 GATA 转录 因子 结合 位 点 共同 调控 会 
显著 增加 报告 基因 的 转录 活性 (Latinkic et al., 
2004; Mura et al.，2004 )。 据 此 推测 该 区 域 对 
CYP9A17v2 的 转录 有 上 调 作用 可 能 就 是 因为 存在 多 
个 GATA-box 结合 位 点 。 

CYP9A17v2 启动 子 区 -1 095 ~ -830 区 域 主要 
存在 Sox-5, HSF, CdxA 等 转录 因子 结合 位 点 。HSF 
(BARRAT) FAE AEA, 其 结构 和 
功能 在 进化 中 较 少 变异 。HSF 能 对 热 激 反应 作出 
应 答 , 启动 热 休 克基 因 的 转录 过 程 , 最 终 促进 HSP 
的 表达 (Wu，1984; 张 伟 和 王 登 高 ,，2006 )。CdxA 
元 件 一 般 位 于 基因 的 5' 端 ,作为 启动 子 的 一 部 分 起 
作用 ,在 表达 CdxA 重 晶 的 报告 基因 表达 系统 中 ,和 载 
体 中 含有 的 CdxA 元 件 能 够 增强 基因 的 转录 活性 
( Margalit et al., 1993; Chang et al., 2004) 。 转 录 因 
F Sox-5 ( SRY-box 5 ) 一 般 和 胚胎 发 育 的 调控 相关 ， 
其 编码 的 蛋 昌 和 其 他 和 蛋 日 形成 复合 物 作为 转录 调控 
子 起 作用 (Wunderle et al., 1996) 。 究 竞 是 哪 一 种 或 
几 种 转录 因子 导致 该 区 域 对 CYP9417w2 的 转录 起 
下 调 作 用 还 需 进一步 研究 。 因 此 , 可 进一步 针对 上 
述 转录 因子 结合 关键 位 点 进行 定点 突变 研究 (site 
directed mutagenesis ) . FE, Tk if $9 X& 4B z 4j WT 
( electrophoretic mobility shift assay, EMSA ) 和 染色 
Joi f HE UL YE 4T HT ( chromatin immunoprecipitation 


assay, ChIP) 等 ,以 期 找到 特异 性 的 调控 
CYP9A17v2 基因 转录 的 反 式 作用 因子 , 为 进一步 明 
确 该 基因 表达 的 组 织 特异 性 及 从 分 子 水 平 寻找 抗 性 
相关 的 关键 调控 位 点 珊 定 基础 。 
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